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COMMUNICATIONS 
La présence des streptocoques 
du groupe D de Lancefield 
chez les abeilles butineuses saines (Alpis Mellifica L.) 
L'interprétation de leur présence 
en bactériologie alimentaire 
TYSSET (C), ROUSSEAU (M) et Mlle DURAND (C) 
(note présentée par M. PANTALÉON ) 
Dans un article préliminaire (31) nous avions signalé la présence 
de Micrococcaceae comme partie intégrante du microbisme intes­
tinal des abeilles. 
Cette première enquête portait sur la période froide de l'année : 
octobre-mars, période où l'activité des colonies est réduite en_partie 
ou en totalité (hivernage). 
Les sources possibles de contamination avaient été examinées. 
En accord avec PoL TEV et EGOROV A (27) celles d'origine hydrique 
furent éliminées pour ne.retenir que l'étiologie végétale. 
Cette conception fut établie en prenant pour base les faits suivants 
- Les abeilles capturées sur les réservoirs d'eaux douteuses, 
sur les latrines, ou les fosses à purin ne présentent pas une popu­
lation bactérienne difîérente de celles des butineuses. Le rôle des 
eaux malpropres se trouve ainsi réduit. 
- Le contenu intestinal de ces insectes n'indique plus de strep­
tocoques lorsque les températures extérieures baissent et provo­
quent une réduction des sorties. 
- En association avec les entérocoques se trouve une forte 
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proportion de microbes épiphytes préférentiels : Erwinia, lesquels 
précisent l'origine de la contamination. 
L'intérêt du présent mémoire est de montrer que les streptoco­
ques du groupe D rencontrés chez les abeilles sont des résidents 
temporaires des plantes supérieures, plus spécialement des organes 
floraux et de la phyllosphère. 
Il est à souligner que ces mêmes micro-organismes sont fréquem­
ment mis en évidence dans les denrées alimentaires d'origine ani­
male ou végétale. Ils sont susceptibles d'intéresser l'hygiéniste. 
Leur présence seule n'est pas une preuve suffisante pour condam­
ner l'aliment qui les recèle. 
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
La présente recherche s'étale sur une année entière (octobre 1967-
octobre 1968) et montre à l'évidence l'importance numérique du 
groupe des entérocoques dans le microbisme intestinal des abeilles 
(voir tableau d'ensemble) durant cette période. 
Les recherches ont porté sur 3 240 abeilles réparties en 27 lots, 
chaque lot provenant de colonies différentes implantées dans une 
même région (département des Alpes Maritimes). 
Chacun de ces échantillons était constitué d'un nombre d'indi­
vidus nécessaire (125 environ) pour obtenir trois grammes de 
matériel d'analyse lequel ne comprenait que l'intestin moyen et 
postérieur à l'exclusion de l'ampoule rectale. 
La préparation du broyat fut faite dans les mêmes conditions 
que précédemment (30). Les méthodes de culture et d'isolement ont 
déjà été précisées (31). 
La mise en évidence de ces microbes fut réalisée selon la techni­
que de LITZKY et Coll. (18) modifiée par BuTTIAUX (7). A cette 
fin, on utilise deux milieux spéciaux. Ces deux substrats contien­
nent de l'azothydrate de sodium (H3Na) lequel bloque complète­
ment le développement des bacilles à Gram négatif en permettant 
celui des germes conservant le Gram et en particulier, des strep­
tocoques D. 
Le premier de ces milieux constitue une preuve présomptive; 
le second une confirmation grâce à l'éthyl-violet qu'il renferme. 
Le dénombrement de ces microbes a été fait par la méthode des 
«multitubes,. ((3 tubes) par suspensions-dilutions) en déterminant 
le « nombre le plus probable » de germes viables dans un gramme 
d'intestin (Most-probable-number ou M. P. N. des auteurs anglo­
saxons). 
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Pour cela on forme le « nombre caractéristique » et l'on se reporte 
à la table de Mac Crady (19) valable pour trois tubes. Tous les 
résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau annexe, ci-joint. 
Pour être complet, dans ce même inventaire, sont mentionnés 
les E. coli «sensu stricto» révélés par la technique de MacKenzie et 
Coll. et dénombrés également par la même méthode des multitubes. 
EXAMEN DES RÉSULTATS 
La lecture du tableau général permet de constater, pour les 
streptocoques du groupe D, les particularités suivantes : 
- Ils constituent des communautés bactériennes peu impor­
tantes eu égard au microbisme total (chiffre moyen de celui-ci 
établi sur une année : 9.466.832). Il n'est donc pas erroné de les 
considérer comme des germes occasionnels et mineurs du tractus 
digestif de l'abeille saine où ils paraissent se trouver en transit. 
Ils se voient surtout chez les insectes en activité normale. 
Ils sont rares dans le tube digestif des abeilles dont le travail 
est réduit ou paralysé (hivernage). 
Leurs nombres sont constants et plus élevés durant la période 
chaude de l'année où l'activité de la colonie est à son apogée (mai­
octobre). 
Dans huit analyses existe une association entérocoque-E. coli. 
Nous nous emploierons par ailleurs à en donner une explication. 
IDENTIFICATION SPÉCIFIQUE DES SOUCHES 
DE STREPTOCOQUES DU GROUPE D 
Pour l'isolement des colonies nous avons utilisé le milieu gélosé 
tel que BARNES l'a décrit (3). Leur sélection fut guidée dans un 
premier temps par la réduction plus ou moins intense ou négative 
du chlorure de 2, 3, 5 triphényl-tétrazolium en formazan. Les colo­
rations varient du rouge franc (St. faecalis) au rose pâle (St. faecium 
et durans) en passant par le rose classique (St. faecium var casseli­
flavus). 
En second lieu, on tient compte de la morphologie et de la taille 
des colonies, lesquelles sont plus grandes et plus opaques que celles 
des autres streptocoques. 
La recherche de la catalase, absente chez les streptocoques, 
permet de les différencier des Staphylococceae où cette enzyme est 
présente. 
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Sur chaque hotte de Petri les colonies dissemblables furent pré­
levées et soumises à différentes épreuves physiologiques et biochi­
miques inspirées de SHATTOCK (28). 
C'est ainsi que 172 souches furent caractérisées avec les résulats 
suivants: 
Streptococcus f aecalis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18 
Streptococcus " var. liquef aciens " . . . . . . . . 4 
Streptococcus f aecium . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108 
Streptococcus " var. casselifiavus" . . . . . . . . 42 
La variété casselifiavus est numériquement importante : 24,4 p. 
100. Elle mérite d'être signalée et connue des hygiénistes des den­
rées alimentaires. 
Dans notre précédent travail (31) nous avions rencontré des 
germes dont les caractères majeurs étaient ceux de l'espèce type : 
faecium. Ils s'en différenciaient cependant par des qualités secon­
daires. Nous n'avions pas cru nécessaire alors d'en faire une espèce 
nouvelle. Nous les avions inclus dans le groupe faecium. MuNDT et 
GRAHAM (25) viennent de créer pour ces cocci rencontrés sur les 
végétaux une variété nouvelle : casselifiavus que nous adoptons 
volontiers. 
Ses caractères différentiels sont les suivants : 
- De nombreuses souches : 67,3 p. 100, sont mobiles; 
- En milieu gélosé les colonies sont colorées en jaune citron 
pâle. Le pigment non diffusible adhère aux cellules ; 
- 40 p. 100 des souches ne cultivent pas au-dessus de 45 °C; 
- Le chlorure de 2, 3, 5 triphényl-tétrazolium est réduit en 
formazan d'une façon constante, les colonies sont colorées en rose 
franc; 
- Dans un bouillon à l'éthyl-violet les cultures sont bonnes, 
mais dans le fond des tubes ne s'observe pas le dépôt violet habituel; 
- Le lait au bleu de méthylène est toujours réduit, le raflinose 
est attaqué. 
Les auteurs américains isolèrent ces germes, avec une grande 
fréquence, de nombreux végétaux, de graines et de fruits. Ce sont 
des épiphytes communs. Il semble logique de les rencontrer dans 
l'intestin des abeilles saines. 
COMMENTAIRES DES RÉSULTATS 
Les données portées sur le tableau d'ensemble permettent de 
faire les observations suivantes : 
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Les douze échantillons analysés entre le 8/1/68 et le 6/5/1968 
sont quasiment indemnes de germes de contamination fécale ; 
Huit autres (3, 4, 18, 19, 20, 21, 24 et 25) montrent une associa-
tion Streptococcus-D-E. coli «sensu stricto•; 
Six (1, 2, 5, 22, 23, 26) n'hébergent que des entérocoques; 
Enfin trois (13, 14, 15) ne présentent uniquement que des E. coli. 
Dans tous les cas, les germes entériques sont relativement peu 
nombreux au regard du microbisme total (9.466.832 par gramme 
d'intestin). 
L'irrégularité enregistrée dans le degré de cette pollution bacté­
rienne plaide en faveur d'une source de nuisance extra-humaine ou 
animale. 
Les forts pourcentages (été et automne) paraissent tributaires de 
conditions météorologiques ambiantes particulières : température 
et état hygrométrique de l'air, ainsi que floristiques : floraison 
maximale. 
DES GERMES ENTÉRIQUES COMME ÉPIPHYTES BANALS 
Il est fréquent de mettre en évidence sur les diverses parties végé­
tales les deux micro-organismes sus-mentionnés. 
De nombreux auteurs ont précisé à plusieurs reprises ce point 
de vue : MuNDT et Coll. (21) puis GELDREICH et Coll. (14) et 
récemment PAPAVASSILIOU et Coll. (26) pour les Escherichia seuls. 
Tous ces chercheurs sont d'accord pour reconnaître qu'un grand 
nombre de plantes cultivées ou sauvages peuvent servir de gîtes ou 
de supports nutritionnels à une variété étendue de germes .et tout 
spécialement à ceux qui nous intéressent en particulier. 
Pour expliquer la contamination des végétaux MuNDT (23) 
invoque le rôle du vent, des eaux de ruissellement, des précipita­
tions pluviales, des insectes. Quant à VozNY AKOVSKA Y A et Coll. (34) 
la source de l'infection originelle se trouverait potentiellement dans 
la graine elle-même. 
Ces deux conceptions bien que fort intéressantes et valables ne 
seront pas discutées ici. Elles sont en dehors de l'objet de ce 
mémoire. 
Si les streptococcus du groupe D se manifestent sur les parties 
végétales en plus grand nombre et plus régulièrement que les 
E. coli, c'est que les premiers dans la nature, sont beaucoup plus 
résistants que les seconds. GELDREICH et KENNER (15) viennent 
de nouveau d'attirer l'attention sur ce fait. 
Les espèces faecalis et faecium avec leurs variétés (liquefaciens 
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et cassilefiavus) sont les plus communément rencontrées. Ce sont 
des épiphytes occasionnels, ils peuvent survivre dans des conditions 
extérieures défavorables. 
Ils seraient capables en outre, d'après Flores LACHICA (1968) 
d'utiliser le gaz carbonique de l'air ambiant pour leur synthèse 
protoplasmique. 
Leur « eurytrophie • aide leur multiplication dans de multiples 
biotopes surtout si les facteurs climatiques sont propices. Des 
mutants (écotypes) parfaitement en équilibre avec un environne­
ment exotique peuvent proliférer d'une façon particulière et colo­
niser les parties végétales (fleurs) fréquentées par les insectes 
butineurs. 
MuNDT et Coll. (22), puis MuNDT (23) ont mis l'accent sur le cas 
du saprophytisme végétal des entérocoques. Leurs résultats préci­
sent toute l'importance d'un pareil phénomène au niveau des 
organes floraux. 
DES STREPTOCOQUES DU GROUPE D CHEZ LES INSECTES 
ET EN PARTICULIER CHEZ LES ABEILLES BUTINEUSES 
Après ce que nous venons de mentionner il ne faut pas être sur­
pris de trouver de tels microbes dans le tube digestif des abeilles. 
L'infection se fait lors de la récolte du nectar ou du pollen. Ce n'est 
pas là d'ailleurs, l'apanage des abeilles seules mais aussi de nom­
breux insectes qui fréquentent les fleurs. 
BRow (4) en 1928 avait déjà signalé cet état de fait. Ces dernières 
années GELDREICH et Coll. (14) ont apporté des précisions nouvelles 
que EAVES et MuNDT (13) confirmèrent. 
C'est ainsi que sur divers organes de pieds de tomates (feuilles, 
tiges et fleurs) ces auteurs ne purent mettre en évidence des entéro­
coques. De même, les insectes qui fréquentaient ces végétaux et 
qui furent soumis à des analyses bactériologiques rigoureuses ne 
montrèrent pas ces germes dans leur intestin. Par contre, ces 
mêmes H olometaboles capturés dans des champs de blé ou de petits 
pois où avaient été trouvés au préalable ces Micrococcaceae présen­
taient ces mêmes microbes dans leur tractus digestif. 
Nous savons que la majorité des populations entériques des 
abeilles est formée de germes épiphytes (Erwinia). Il ne faut donc 
pas voir à travers les entérocoques que l'on rencontre chez ces 
insectes une preuve évidente de contamination par les germes de 
l'intestin de l'homme ou des grands animaux. Les microbes dont il 
s'agit sont des écotypes de ceux des homeothermes. Ils ont été 
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-sélectionnés en premier lieu par des milieux organiques hétérogènes. 
Une adaptation similaire leur est ensuite imposée par l'habitat 
intestinal de l'insecte où règnent des facteurs écologiques originaux 
hautement sélectifs. La concurrence vitale mériterait d'être men­
tionnée. Dans un temps déterminé, le substrat étant le même, le 
taux de croissance est plus grand pour les germes de la famille des 
Pseudomonadaceae (Erwinia) que pour ceux de la famille des 
M icrococcaceae. 
Ceci fournit une explication valable quant à la proportion rela­
tivement faible d'entérocoques présents dans les diverses analyses. 
L'influence de ces micro-organismes sur l'économie de l'hôte 
paraît précaire de par leur faible biomasse. Ils ne sont là qu'en 
survie, sans grande activité métabolique durant leur transit intes­
tinal. 
LES ENTÉROCOQUES EN BACTÉRIOLOGIE ALIMENTAIRE 
On ne peut plus douter, à l'heure actuelle, après les remarquables 
travaux de BuTTIAUX (5), de BARNES et INGRAM (1) puis de VAN 
JoNTEA et Coll. (32) et de VAN HouTTE et GuBBONS (33) que les 
-streptocoques du groupe D de Lancefield soient des hôtes perma­
nents du tractus digestif de l'homme et de nombreux animaux à 
:Sang chaud et aussi à sang froid (reptiles) MuNDT (23). 
En hygiène alimentaire, il est d'usage de considérer la présence 
de ces microbes comme de valeur égale à celle des Escherichia sur 
le plan de la contamination entérique. Par suite de l'amélioration 
des techniques et des milieux de cultures, certains auteurs et en 
particulier SLANETZ et BARTLEY (29) estiment ces germes plus 
pratiques et plus « dignes de confiance » que les « coliformes fécaux ». 
BuTTIAUX (8) leur reconnaît d'ailleurs une bonne spécificité. 
Cependant, les écotypes extra-organiques rencontrés dans les sols 
incultes (20) ou sur les végétaux (21) (22) (23) obligent à douter 
de leur valeur intrinsèque en bactériologie alimentaire. 
On s'est longtemps heurté à la conception trop étroite des bacté­
riologistes médicaux sur l'origine des streptocoques du groupe D. 
De nombreuses erreurs en ont découlé sur le plan de l'hygiène des 
denrées consommables d'origine carnée. La bactériologie comparée 
nous aide à porter nos regards vers des horizons nouveaux et per­
met de revoir le problème et de mieux le cerner. 
BuTTIAUX (5) (9) a signalé la présence de tels microbes à la sur­
face de fruits (pommes, poires, raisins) où une souillure fécale était 
peu probable. Ils ont été rencontrés seuls dans les laits en poudre 
-0u en association dans des potages déshydratés ou concentrés ( 10) 
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(3) et dans l'atmosphère d'ateliers de congélation de légumes (24). 
GUILLOT et LEBERT (15) notent leur existence dans des légumes. 
surgelés (épinards hachés, petits pois, macédoine) et LEBERT et 
J ACQUIN dans les haricots verts ( 17) soumis au froid, CLARK et 
Coll. (11) ont fait des observations identiques. 
Ces mêmes microbes ont été aussi mis en évidence dans des jus 
de fruits (citrons et oranges) ainsi que dans l'air d'usines de pro­
duits alimentaires. 
Il n'est donc pas très sûr que leur présence indique une négli­
gence ou une faute dans la chaîne de fabrication des denrées ali­
mentaires qui les hébergent. 
Certains auteurs, à ce sujet, ont tendance à considérer S. faecalis 
comme plus représentatif d'une pollution entérique alors que 
S. faecium aurait une signification plus douteuse. 
Dans le milieu ambiant, chez les insectes (voir chapitre anté­
rieur) et dans le monde végétal on rencontre surtout le second. 
Mais BuTTIAUX (6) et DEIBEL (12) ont révélé plus souvent chez 
l'homme et divers animaux S. faecium que S. faecalis. Ce phénomène 
serait sous la dépendance de nombreux facteurs : situation géogra­
phique, race, espèce, âge, région. Nous pensons pourtant que dans 
la nature celui-là a un pouvoir d'adaptation plus grande que celui-ci. 
Des «forma specialis » de S. faecium (var. casseliflavus) sont capa­
bles de se multiplier dans le milieu extérieur. Leur présence est 
mentionnée dans nos résultats. Quand des conditions écologiques 
optimales se trouvent réunies ces micro-organismes, une fois en 
place, sont capables de se multiplier à la surface des plantes et 
parfois dans les sols chargés de matières organiques. C'est ainsi 
que des «mutants» peu exigeants du point de vue de leurs nutri­
ments peuvent apparaître et coloniser les biotopes les plus hétéro­
gènes. 
Les raisons que nous venons d'énumérer font que la détection 
dans un aliment des streptocoques du groupe D, surtout de S. 
faecium avec sa variété (casseliflavus) n'est pas un motif suffisant 
pour condamner cet aliment surtout lorsqu'il s'agit d'un produit 
répondant aux critères chimiques et organoleptiques officiels. 
Bien entendu le nombre le plus probable d'entérocoques viables 
rencontrés, malgré la relativité des chifîres, entre en ligne de 
compte. Il doit être le plus bas possible inférieur à 100 par gramme 
de produit pasteurisé dit BuTTIAUX (9). Un chiffre plus élevé indi­
querait une forte contamination au départ, au cours des manipu­
lations successives ou par suite d'une mauvaise conservation. Ces 
germes, en quantité faible, ne seraient pas doués, pour le moment 
tout au moins, d'agressivité (12) lorsqu'ils sont introduits« per os• 
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·chez l'individu sain. Il n'en est plus de même avec des charges 
microbiennes de 106 et au-dessus. L'organisme humain ne peut 
supporter sans dommage des quantités trop élevées de bacilles, 
même de microbes banals. 
On s'attachera d'une façon toute particulière à l'identification 
des entérocoques que l'on prendra grand soin d'isoler sur les 
milieux sélectifs dont on dispose à l'heure actuelle. Il ne s'agit pas 
de répondre simplement « présence de streptocoques D ». Il est 
indispensable d'en préciser l'espèce et même la variété. Pour nous, 
S. faecalis reste plus caractéristique d'une pollution fécale que 
S. faecium. 
Les variétés de ces deux espèces : liquefaciens et casseliflavus 
indiquent, par contre et avant tout une origine exogène non péjo­
rative. 
En revanche, lorsque dans un produit alimentaire on révèle la 
présence simultanée de E. coli et de S. du groupe D, le premier 
.confirme l'origine fécale du second. L'hygiéniste, dans sa ligne de 
.conduite, tiendra compte de ces considérations. 
C ON C LUSION 
L'étude échelonnée sur douze mois, du contenu intestinal des 
abeilles butineuses saines a permis de mettre en évidence, dans 
quatorze échantillons, 172 souches de Streptococcus du groupe D. 
de Lancefield. 
C'est surtout l'espèce f aecium qui prédomine. Sur ce point nous 
:Sommes d'accord avec la plupart des chercheurs intéressés par ce 
problème. 
Nous avons établi la preuve que ces «contaminants» étaient 
surtout d'origine végétale bien qu'on les rencontre parfois en asso­
-ciation avec E. coli «sensu stricto». Ces derniers aussi peuvent être 
dans quelques cas des épiphytes passagers. Dans l'intestin des 
Apidés, ces deux agents microbiens font partie du. microbisme 
-occasionnel. Ils se trouvent « in situ » en transit. 
Les entérocoques comme les E. coli sont disséminés sur les plantes 
-entomophiles par des phénomènes météorologiques ; vents, préci­
pitations pluviales, eaux de ruissellement et par les insectes eux­
mêmes, lesquels se réinfectent lors de la récolte du nectar et du 
pollen. 
Les microbes du groupe des Enterococcus sont fort répandus 
dans la nature. Leur résistance dans les milieux hostiles et leur 






























































Région niçoise (Cimiez) 24 °C 
Région niçoise (Cimiez) 16 °C 
Région niçoise (Cimiez) 18 °C 
Région niçoise (Cimiez) 17 °C 
Région niçoise (Fabron su-
périeur) 
16 °C 
Saint-Vallier (A.-M.) 0 °C 
Saint-Vallier (A.-M.) 0 °C 
Mandelieu (A.-M.) 12 °C 
Mandelieu (A.-M.) 12 °C 
Région niçoise (Cimiez) 14 °C 
Région niçoise (Cimiez) 14 °C 
Région niçoise (Cimiez) 15 °C 
Région niçoise (Cimiez) 15 °C 
Région niçoise 
périeur) 
(Fabron su- 15 °C 
Région niçoise (Fabron su- 15 °C 
périeur) 
Région niçoise (Cimiez) 22 oc 
Région niçoise (Cimiez) 18 °C 
Région niçoise (Cimiez) 23 °C 
Saint-Cézaire (A.-M.) 23 °C 
Mandelieu (A.-M.) 32 °C 
Mandelieu (A.-M.) 32 °C 
Andon (A.-M.) 15 °C 




(Fabron su- 19 °C 
Andon (A.-M.) 16 °C 
Andon (A.-M.) 15 °C 
Saint-Antoine (A.-M.) 18 °C 
Par gramme de matériel 
Observations 
Streptococcus E. Coli 
du groupe D sensu stricto 
75 0 colonie populeuse en 
activité 
320 0 id. 
45 9.500 id. 
45 2.500 id. 
25.000 0 colonie poEuleuse enactivité re ative 
0 0 colonie réduite en hi-
vernage 
0 0 id. 
0 0 colonie réduite activité 
faible 
0 0 id. 
0 .o colonie populeuse en 
activité 
0 0 id. 
0 0 id. 
0 75 id. 
0 25 id. 
0 25 id. 
0 0 colonie populeuse en 
activité 
0 0 id. 
45 95 id. 
25 250 id. 
4 2.500 id. 
110.000 25.000 id. 
250 0 id. 
1.100 0 id. 
45 11.000 id. 
150.000 10 id. 
3 0 colonie populeuse acti-
vité rédmte 
0 0 colonie 
activité 
populeuse en 
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dernière propriété leur enlève une valeur certaine en hygiène ali­
mentaire où d'aucuns ont tendance à les considérer comme une 
preuve majeure de souillures entériques. Il est hasardeux de 
-condamner une denrée alimentaire surtout si elle n'héberge en 
premier lieu que S. faecium et sa variété casselifl,avus qui elle, de 
surcroit, est strictement épiphyte. 
La bactériologie comparée, vient sur ce point, éclairer la bacté­
riologie médicale et alimentaire. Il s'avère de plus en plus néces­
"Saire de préciser l'identité des germes et particulièrement des enté­
rocoques, que l'on rencontre avec une extrême fréquence dans les 
produits consommables les plus différents. 
Les méthodes biochimiques, physiologiques et sérologiques ont 
�té établies à cette fin. L'identification précise de ces agents 
microbiens pourra grandement faciliter la tâche de l'hygiéniste 
dans l'établissement de son verdict. 
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